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= (54) Title: SPHERICAL, MAGNETIC SI0 2 PARTICLES WITH AN ADJUSTABLE PARTICLE AND PORE SIZE AND AN 
ADJUSTABLE MAGNETIC CONTENT, METHOD FOR PRODUCING THEM AND USE OF SI0 2 PARTICLES OF THIS TYPE 

= (54) Bezeichnung: SPHARISCHE, MAGNETISCHE Si O2-PARTIKEL MIT EINSTELLBARER TEILCHEN- UND POREN- 
GROSSE SOWIE EINSTELLB AREM M AGNETGEHALT, VERFAHREN ZU DEREN HERSTELLUNG UND VERWENDUNG 
DERARTIGER Si0 2 -PARTIKEL 

rjj (57) Abstract: The invention relates to a method for producing magnetic SiO z particles, comprising the following steps: a) alkoxysi- 
^ lanes are dispersed in water, acid-catalytically hydrolyzed and condensed to form an S1O2 hydrosol; b) a magnetic particle-sol mixture 
1^ is produced by adding magnetic particles, for example usual magnetic particles, magnetic colloids and/or ferrofluids to the Si0 2 hy- 
drosol; c) dispersing the magnetic particle-sol mixture in an organic solvent which is immiscible with water, and d) adding a base to 
rH the magnetic particle-sol mixture during or after the dispersion in the organic solvent in order to form a gel. 
OS 

— (57) Zusammenfassung: Die vorliegende Erfindung betrifit ein Verfahren zur Herstellung magnetischer Si0 2 -Partikel mit den fol- 
£J genden Schritten: a) es werden Alkoxysilane in Wasser dispergiert, saurekatalytisch hydrolysieTt und zu einem Si0 2 -Hydrosol kon- 
densiert, b) zur Herstellung einer Magnetpartikel-Sol-Mischung werden dem Si0 2 -Hydrosol magnetische Partikel, wie beispiels- 
^ weise herkommliche magnetische Partikel, magnetische Kolloide und/oder Ferrofluide, zugemischt, c) die Magnetpartikel-Sol-Mi- 
£^ schung wird in einem mit Wasser nicht mischbaren organischen Losungsmittel dispergiert und d) der Magnetpartikel-Sol-Mischung 
^ wird wahrend oder nach der Dispersion in dem organischen Losungsmittel zur Gelbildung eine Base zugesetzt 
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rar TeUchen- und Pnr angrSBa sowle „,„„,..,„„ — 
vrendung derar-tiqer Siga-Partlkej 

PartUcel «t ainatalibarer Poran- und TeilchengroEe 
•no. ainst.Ubaran, Hagnetgehait, ein VerfahrJ zu 

SiO,-Part lkel werdan Insbasondere i„ Bareich der Auf- 

a=„ia 'la Tragar fur BioKatalyeatoran be lspiels „ eise 
i« Baraxch dar Biotechndogia, als adsorber bai- 

Z^7T, im Bereioh der Nedizin ° der — 

Respons-Gel verwendet. 

als Chxc^tographia-Median bekannt, ihr Einsatz 

T t \ T ^ ^^te-^fraiMgung „urde Jedoch 
arst tofang dar 80er Jahra erkannt und in 
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DE 32 11 309 Al beschrieben. Bei den dort aufgeftthr- 
ten Partikeln handelt es sich urn reine Si0 2 -Gele, die 
ausschliefllich in der Saurenchromatographie Verwen- 
dung finden. 

5 

Silanisierte Eisenoxid-Partikel fur die Immobilisie- 
rung von Enzymen sind aus der US 4,152,210 A bekannt. 
Ebenfalls zum Zwecke der Enzymimmobilisierung sind in 
der US 4,343,901 f erromagnetische Partikel, die durch 
10 eine Sol-Gel-Technik hergesteilt werden, beschrieben. 

In der PCT EP97/04828 werden 50-150 im grofte monodis- 
perse Magnetpartikel beschrieben, die aus einem Si0 2 - 
Kern bestehen, der durch Beschichten mit Eisenoxid 
15 magnetische Eigenschaften erhalt. Durch anschliefiende 

Silanisierung der Eisenoxid-Schicht sind die Teilchen 
befahigt, Nukleinsauren zu binden. • 

Magnetische Si0 2 -Hybrid-Paitikel, bestehend aus einem 
20 Polystyrol Kern, auf den Magnetit und anschliefiend 

eine Si0 2 -Schicht aufpolymerisiert wird, sind aus 
PCT/US 95/12988 bekannt. Die Partikel werden fur die 
AntikSrper- und Zellseparation eingesetzt. 

25 Mit kolloidalem Si0 2 beschichtete Eisenoxid Partikel 

sind in der US 4,280,918 A offenbart. 

Goetz.et al. (Biotechn. & Bioengineering, Vol. 37, 
614, 1991) beschreiben zur Enzymimmobilisierung befa- 

30 higte, 20-100 pm grofie magnetische Si0 2 -Gel~Partikel, 

die durch elektrostatische Beschichtung von Nickel- 
Pulvern mit Si0 2 -Solen erzeugt werden. In ahnlicher 
Weise ist von Homola und Lorenz (IEEE Transaction on 
Magnetics, Vol. 22, 716, 1986) ein elektrostatisches 

35 Beschichten von Si0 2 -Partikeln auf Fe 2 0 3 -Teilchen fur 

die Herstellung magnetischer Speichermedien beschrie- 
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ben . 

Kolloidale Metallpartikel for den Einsatz im immu- 
noassay werden in der Anmeldung PCT/US97/03886 be- 
schrieben. 

Aus der US 5,320,944 A sind 0,2-3 um groBe Magnetpar- 
tikel bekannt, die durch Beschichten eines Polymer- 
partikels mit Eisenoxiden magnetische Eigenschaften 
erhalten. Durch weitere Beschichtung der Partikel mit 
Silanen, Nylon oder Polystyrol kfinnen anschliefiend 
Antikorper ftir den Einsatz im Immunoassay an die Par- 
tikel gekoppelt werden. Die Herstellung eines opti- 
schen Sensors in Form von Glas- oder transparenten 
Polymertrager, auf denen Edelmetall-Kolloide zur Ver- 
besserung der Ef f ektormolektilanbindung ftir den Ein- 
satz im Immunoassay aufgebracht sind, gehen aus der 
WO 99/13993 hervor. 

Die Synthese von Kieselgelen fur die Gelpermeations- 
chromatographie, die mittels Cer (IV) -Initiierung mit 
Vinylmonomeren gepfropft werden, urn die unspezif ische 
Proteinadsorption zu unterdrucken, ist aus 
PCT/EP94/01378 bekannt. 

Organosilanisierte kolloidale Si0 2 -Gel-Partikel als 
biologische Separationsmedien sind in den 
US 4,927,749 A und US 4,927,750 A sowie der 
WO 99/36359 offenbart, wobei die Stability der Kol- 
loide und Art und Weise der Silanisierung im Vorder- 
grund stehen, Magnetpartikel, die ein magnetisches 
Kernmaterial enthalten und mit einem anorganischen 
Oxid beschichtet sind, werden in EP 0 343 934 Al of- 
fenbart. Polymerpartikel, die mit einer weiteren, ein 
magnetisches Material enthaltenden Polymerschicht be- 
schichtet sind, auf der ein dritter zur Interaktion 
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lekulen befahigter Polymeruberzug aufgetragen ist, 
sind in der PCT/FR97/00912 beschrieben. 

10-60 vim groBe Perlglanzf arbpigmente, die mit Magne- 
5 tit ummantelt und zur Trennung von biologischen Gemi- 

schen vorgesehen sind, gehen aus der PCT/DE97/01300 
• hervor. 

Magnetische Hybridpartikel, die aus einem Polymer kern 
10 bestehen, die zunachst mit einem Ferrofiuid beschich- 

tet und anschlieBend mit einem funktionellen Po- 
lyacrylat beschichtet werden, sind Gegenstand der US- 
Patentschrift 5,648,124. 

15 Die aus dem Stand der Technik bekannten Partikel wei- 

sen in bezug auf die Abtrennung von Nukleinsauren ei- 
nige Nachteile auf: zum einen sind eine Reihe von 
Tr&germedien nicht magnetisch (US 4,927,750 A, 
DE 32 11 309 Al, WO 99/36359; WO 94/26379), so daB 

20 eine rasche Abtrennung der Partikel, wie heute bei 

Routineanalysen gefordert, nicht moglich ist, d.h., 
man ist auf s&ulenchromatographische Verf ahren ange- 
wiesen, zum anderen weisen Magnetpartikel auf Si0 2 - 
oder Polystyrol-Basis, die mit einem magnetischen 

25 Oxid beschichtet sind, eine hohe spezifische Dichte 

auf (WO 98/12717, US 4,152,210 A, EP 321 i309 Al, 
US 5,320,944 A). Daraus resultiert eine unzureichende 
Dispergierbarkeit, die zum schnellen Absetzen der 
Teilchen ftlhrt. Der Einsatz dieser Teilchen in einem 

30 Immuno- oder Nukleinsaureassays, der vorwiegend in 

Suspension durchgefuhrt wird, ist dadurch nachhaltig 
beeintrachtigt, man ist daher auf eine zusatzliche 
mechanische Durchmischung angewiesen. Der entschei- 
dende Nachteil der beschichteten Partikel besteht je- 

35 doch darin, daii die Metalloxide sowohl als Kernmate- 

rial als auch als Beschichtungsmaterial trotz der an- 
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schliefienden Silanisierung direkt itiit der Analyenlo- 
sung in Kontakt kommen kSnnen. Dies stellt ein gra- 
vierendes Problem bei der Nukleinsaure-Analytik z.B. 
im Rahmen der Polymerase-Ketten-Reaktion ("PCR") dar 
5 da die bei der PCR benutzten Polyicterasen im Kontakt ' 

mit Eisenverbindungen deaktiviert werden k6nnen. Bei 
den aus dem Stand der Technik bekannten Magnetparti- 
keln sind dartlber hinaus keine besonderen verfahren- 
stechnischen MaBnahmen angegeben, die zu einer ge- 
10 zielten PorengrOBeneinstellung fuhren, ein Parameter, 

der entscheidenden EinfluB au f die Effizienz der Nu- 
kleinsaure-Aufreinigung hat. 
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Die aus dem Stand der Technik bekannten Verfahren zur 
Herstellung der Magnetpartikel sind grundsatzlich 
sehr aufwendig und bediirfen eines mehrsttindigen Her- 
s tellungsprozesses . 

Vondiesem Stand der Technik ausgehend ist es Aufgabe 
der vorliegenden Erfindung magnetische Si0 2 -Partikel, 
Verfahren zu deren Herstellung und Verwendung derar- 
tiger Partikel zur Verftigung zu stellen, bei denen 
keine arbeits- und zeitaufwendigen Beschichtungstech- 
•mken erforderlich sind und die TeilchengroBe, Poren- 
grofle sowie der Magnetanteil in gezielter Weise ein- 
gestellt werden kann. 

Diese Aufgabe wird durch das Verfahren zur Herstel- 
lung magnetischer Si0 2 -Partikel ' gemaB Patentanspruch 
1, Partikel gemaB Patentanspruch 68 oder 69 sowie 
durch die Verwendung gemaB Patentanspruch 74 gelOst 
Vorteilhafte Weiterbildungen des erfindungsgemaSen 
Verfahrens sowie der erfindungs gemaB en Partikel wer- 
den in den jeweiligen abhangigen Ansprtichen gegeben. 

Ausgangspunkt der Erfindung sind Prapolymere in Form 
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von Si0 2 -Hydrosolen, die mat magnetischen Kolloiden 
Oder Magnetpartikeln vermischt. werden und anschlie- 
Bend in heterogener Phase zu spharischen Polymerpar- 
tikeln polykondensiert werden. 

5 

Unter Magnetpartikel im Sinne der vorliegenden Erfin- 
dung werden hier herkommliche Magnetpartikel, magne- 
tische Kolloide und/oder Ferrofluide verstanden, wo- 
bei „Kolloide* bzw. „Ferrof luide* def initionsgemaii 
10 alle magnetischen Nanopartikel, die entweder unter 

oder ohne Zugabe eines Stabilisators, Tensids oder 
Emulgators eine stabile waBrig-kolloidale Dispersion 
bilden, umfassen. 

15 Die Herstellung der Si0 2 -Sole geschieht nach den be- 

kannten Sol-Gel-Verf ahren durch Hydrolyse von Alkoxy- 
silanen mit Hilfe verdtinnter Mineralsauren oder Sau- 
ren auf organischer Basis. Als Mineralsauren kommen 
Salzsaure oder Carbonsauren wie Essigsaure, Mieisen- 
20 saure oder Propionsaure zum Einsatz. Zur Gewinnung 

der SiOz-Sole werden die Alkoxysilane in Wasser dis- 
pergiert und durch Saurezugabe hydrolysiert. Als Al- 
koxysilane konnen Kieselsaureorthoester aliphatischer 
Alkohole eingesetzt werden, wobei bevorzugt Methyl-, 
25 Athyl- Oder Propylester einzeln oder als Mischungen 

zum' Einsatz kommen. In der Folge findet eine Konden- 
sation zu niederpolymeren Si0 2 -Hydrosolen statt, die 
nach und nach durch weitere Polykondensation zu mehr 
oder weniger viskosen Solen bzw. Gelen filhren. Dieser 
30 Sol-Gel-ProzeB wird in der Regel bei tieferen Tempe- 

raturen, vorzugsweise unter Eiskuhlung, durchgef uhrt . 
Urn die heterogene Silan-Wasser-Phase besser zu durch- 
mischen, wird die Reaktion in einem Ultraschallbad 
oder unter zuhilfenahme einer ultraschallsonotrode 
35 durchgef uhrt. Je nach Zusammensetzung reichen Be- 

schallungszeiten von 5 bis 30 Minuten aus, wobei die 



<??9iWp^09J25. ffi c?from _ 



10 



15 



20 



25 



30 



35 



WO 02/09125 

PCT/EPOl/08392 



Beschallungszeiten allgemein mit zunehmender Saure- 
konzentration abnehmen. Die vorzugsweise eingesetzten 
Mmeralsauren weisen durchweg eine Konzentration von 
. 0,02 bis.l Mol/Liter auf, wobei der Volumenanteil der 
Sauren im Ansatz 15-35%, vorzugsweise 20-28%, be- 
tragt. Die Monocarbonsauren werden als reine Sauren 
eingesetzt, ihr Volumenanteil betragt 15-30%. 

Die Stochiometrie des Gels wird entscheidend von der 
Arr und Weise der Hydrolyse und Polykondensat< ™ be- 
stimmt. So fuhrt die Saurekatalyse im allgemeinen'zu 
hoheren Hydrolyseraten unter verlangsamter Polykon- 
densation, wahrend umgekehrt die Zugabe von Basen die 
Polykondensation fordert.Wie aus dem Stand der Tech- 
mk allgemein bekannt ist, wird die Spezifitat der 
Nukleinsaure-Aufreinigung entscheidend durch die Po- 
renstruktur bestimmt, derart, daJJ Nukleinsauremolektl- 
le mit einer Molmasse >50 kDa vorzugsweise auf Sepa- 
rationstragern mit einer Porengr6J5e von 30 nm aufge- 
trennt werden, wahrend fur Nukleinsauren <50 kDa- 
Trager mit einer Porenweite von 5-30 nm besonders ge- 
eignet sind. 

• Beide zum Sol ftihrenden Reaktionsmechanismen Hydroly- 
se und Polykondensation kOnnen dazu benutzt werden 
die Porenstruktur der Gele gezielt .zu verandern bzw. 
emzustellen. Dies laBt sich konkret dadurch errei- 
chen, dafl die Sol-Phase in Gegenwart einer definier- 
ten Saurekonzentration hergestellt wird. Unter sonst 
gleachen Testbedingungen fuhren Saurekonzentrationen 
von >0, 1 5 Mol/Liter in der Kegel zu Porenweiten von 
>30 nm, wohingegen eine Verringerung der Saurekonzen- 
tration auf <0, 15 Mol/Liter mit einer Reduktion der 
Porengrofie unterhalb 30 nm einhergeht. Die erwahnten 
Parametereinstellungen sind grundsatzlich mit den je- 
weiligen Bedingungen der nachfolgenden basenkataly- 
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sierten Polykondensation verkniipft. So lassen sich in 
der Regel die oben auf geflihrten Porendimensionen 
durchweg unter Zugabe einer 1-3 %igen Ammoniak- 
LSsungen realisieren, Die Verwendung haherkonzen- 
5 trierter Basen (6-25 %) ftlhrt demgegenOber unter 

sonst gleichen saurekonzentratiohsverhaltnissen zu 
Porendurchmessern von <30 nm. Neben der Hydrolyse und 
Polykondensation als strukturbestimmende Faktoren, 
konnte uberraschenderweise auch gezeigt werden, dafi 
10 unter Nutzung beider Reaktionsir.echanisir.en die Visko- 

sitat der Sol-Phase zur Einstellung der Teilchengro- 
Ben herangezogen werden kann. 

Die Viskositat der Sole leitet sich unmittelbar aus 
15 der spezifischen Reaktionsweise der Sol-Gel-Bildung 

wahrend des Alterungsprozesses ab. Im Verlaufe dieses 
Prozesses tritt unter Ausbildung von Oxo-Brticken Was- 
ser und Alkohol aus dem Sol aus, der von einer paral- 
lelen Viskositatserhohung begleitet ist. Dieser An- 
20 stieg der Viskositat fuhrt unter sonst gleichen Ver- 

f ahr ensbedingungen (Rtihrge s chwindigke i t , chemi s che 
Zusammensetzung) zu einer PartikelvergroBerung . So 
werden allgemein Teilchen mit einer GroAe von <100 ym 
vorwiegend bei einer Viskositat des Sols von <40 cp 
25 (bzw. cP) und Teilchen >200 \m aus Solen mit einer 

Viskositat von >40 cp (bzw. cP) gebildet. ■ 

Durch die Zusammensetzung des erf indungsgemafien Si- 
lan-Ansatzes werden nicht nur die morphologischen An- 
30 fofderungen an die Separationsmedien erftillt, es wer- 

den auch Uberraschenderweise die Voraussetzungen ftir 
• die Herstellung spharischer magnetischer Si0 2 - 
Partikel geschaffen. Diese sind: 



a) Mischbarkeit der Sole mit waiirigen Magnetkolloi- 
den oder Magnetpartikel-Suspensionen 
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b) Ausbildung def inierter Polymertrfipfchen beim 

Dispergieren in geeigneten organischen LCsungs- 
mitteln. 

Sobald im ersten Herstellungsschritt die Silan- 
Suspension durch Hydrolyse homogenisiert ist, kann 
das Sol far die weitere Partikel-Herstellung verwen- 
det werden. Ein sofortiger Einsatz der Sole ist je- 
10 doch nicht unbedingt notv/endig, da die Sole, je nach 

SEiurekonzentration und Sol-Ansatz, tiber mehrere Tage 
hinweg eine fluide Konsistenz beibehalten und sich 
noch nach Tagen verarbeiten lassen. 

15 im zweiten Verfahrensschritt erfolgt die Zumischung 

eines magnet ischen Kolloids oder Ferrofluids zu dem 
Sol. "Kolloide" bzw. "Ferrofluide" umfassen definiti- 
onsgemaii alle magnetischen Nanopartikel, die entweder 
unter oder ohne Zugabe eines Stabilisators, Tensids 

20 oder Emulgators eine stabile wafirig-kolloidale Dis- 

persion bilden. Als magnetische Nanopartikel kommen 
Magnetit sowie ttbergangsmetalloxide, Ferrite oder 
sonstige nanopartikuiaren Verbindungen in Frage, die ' 
entweder ferro-, ferri -oder superparamagnetischer 

25 Natur sind. Die Herstellung solcher Kolloide bzw. 

Ferrofluide sind mannigfaltig beschrieben in: 
US 4,628,037; BR 1 439 031, EP 0275 285 Al, 
US 3,917,538 A; US 4,827,945 A; US 4,329,241 A. 

30 Hauptkriterium ftir die Auswahl geeigneter Kolloide 

bzw. Ferrofluide stellt ihre Kompatibilitat mit dem 
Si0 2 -Sol dar, d.h., das Kolloid darf im Kontakt mit 
der Sol-Phase nicht ausflocken oder agglomerieren. 
Ferrofluide, die eine homogene Dispersion mit den So- 

35 len eingehen, sind solche, die entweder geladene Ten- 

side z.B. in Form aromatischer oder aliphatische Sul- 
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fonsaurederivate oder aliphatische Carbons auren ent- 
halten. Solche Fluide sind auch kommerziell erhalt- 
lich. 

5 Alternativ lassen sich auch magnetische Kolloide ohne 

Zusatz von Tensiden, Emulgatoren oder sonstigen ober- 
fiachenaktiven Substanzen herstellen. Dazu werden die 
bekannten Failungsverf ahren aus Eisen (II) -und Eisen 
(III) -Salzlosungen, wie u.a. von Khalafalla und Rei- 

10 mers (Br. Patent 143 9 03 1) , Shinkai et al. (Bioca- 

talysis, Vol 5, 61, 1991) oder Kondo et al. (Appl. 
Microbiol. Biotechn., Vol. 41, 99, 1994) beschrieben, 
verwendet. Entscheidend bei der Synthese dieser Kol- 
loide ist die sorgfcLltige Entfernung der Fremdionen 

15 entweder mittels der Magnetopherese oder durch Dialy- 

se. Bei der Magnetopherese wird das Rohprodukt durch 
eine mit Stahlwolle dichtgepackte chromatographische 
S&ule (bevorzugter Durchmesser 0,4-10 mm), die sich 
zwischen den Polen eines starken Permanent- oder 

20 Elektromagneten befindet, hindurch geleitet. Aufgrund 

des dadurch erzeugten Hochgradientenmagnetf eldes 
lauft die uberschttssige Salzlosung durch die Saule 
ungehindert durch, wahrend das Kolloid bzw. Fer- 
rofluid retendiert wird. Durch mehrmaliges Waschen 

25 des retendierten Kolloids konnen restliche Salze 

weitgehend entfernt werden. Nach Herausnahme der S&u- 
le aus dem Magnetfeld bzw. Abschalten des Magnet f el- 
des kann das Kolloid dann durch einfache Elution wie- 
dergewonnen werden. 

30 

Aufier der Verwendung der obigen Kolloide bzw. Fer- 
rofluide sind grundsatzlich auch solche Magnetparti- 
kel zur Einkapselung verwendbar, die uber eine feste 
Polymerhulle z.B. in Form von Polyvinylacetat, Po- 
35 lyvinylalkohol, Dextran, Polyacrolein, Polystyrol, 

Albumin oder Alginat verfttgen. Solche Magnetpartikel, 
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die im allgemeihen eine Teilchengr6i3e von 0,05 bis 
3 urn aufweisen unci im Bereich der Biomolektil-Aufrei- 
nigung eingesetzt werden, sind aus dem stand der 
Technik bekannt: PCT/EP96/02398, J. Appl. Polymer 
5 Sci., Vol 50, 765, (1993) ,/ Anal . Biochem., Vol 128 

342, 1983, 

US 4, 654,267 A; J. Cell Sci., Vol.56, 157, 1982; 
Proc. Natl. Acad. Sci., Vol. 78, 579, 1981, 
DE 35 08 000 Al; Magnetpartikel dieser Art werden 
auch kommerziell u.a. unter der Bezeichnung Dyna- 
beads, BioMag, Estapor, M-PVA, AGOWA, BioBeads oder 
SPHERO angeboten, wobei es sich bei diesen Bezeich- 
nungen z.T. um eingetragene Warenzeichen handelt. 
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D leS e Magnetpartikel werden in analoger Weise wie die 
Kolloide bzw. Ferrofluide zur Herstellung der erfin- 
dungsgemaJJen Si0 2 -Partikel eingesetzt. 

Die Magnet-Kolloid-Sol-Mischung wird im nachfolgenden 
Schntt in einem organischen L6sungsmittel unter Ruh- 
ren dispergiert. Als Dispergiermittel sind solche L6- 
sungsmittel geeignet, die mit Wasser nicht-mischbar 
sind und entweder Emulsionen oder Dispersionen bil- 
den. Es hat sich uberraschenderweise herausgestellt, 
dafi vor allem solche organischen L5sungsmittel zu ei- 
ner stabilen Dispersion fuhren, die einen Vertei- 
lungskoeffizienten von >2 aufweisen. GemSJJ Laane et 
al. (in "Biocatalysis in Organic Media", Laane et al. 
Hrsg., Elsevier, Amsterdam, pp 65, 1987) wird damit 
der Logarithmus des Verteilungskoef fizienten in einem 
Standard Octanol-Wasser-Zweiphasensystem definiert. 
LSsemittel, die diese Eigenschaften erf alien, sind' 
z.B. Chloroform, Trichlorethylen, 1 . 1 . 1-Trichlor- 
athan, Hexan, Petrolather, Toluol, Tetrachlorkohlen- 
stoff, Heptan, Octan. Auch Mischungen der obigen L6- 
sungsmittel, die eine Dichte von ca. 1 g/cm 3 aufwei- 
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sen, eignen sich gut zum Dispergieren.* 

Die Herstellung der Magnetpartikel ist grundsatzlich 
mit den oben angegebenen reinen L5 sung smitt ein mog- 
5 lich. In bezug auf eine engere Gr6fienverteilung der ' 

Partikel und auf ein besseres Dispergierverhalten 
konnte tiberraschenderweise gezeigt werden, dafl der 
organischen Phase ein oder zwei Emulgatoren bzw. Ten- 
side zugesetzt werden kGnnen; Zusatze dieser Art sind 
10 z.B. : Polyglycerinester, Polyathylenglykol-CastcrSl- 

Derivate, Polyoxyathylen-Sorbitan-Fettsaureester, Al- 
ky lphenylpolyathylenglykol-Derivate, Blockcopolymere 
aus Rizinusol-Derivaten, Propylenoxid-Athylenoxid- 
Blockcopolymere, modifizieite Polyester, Polyathy- 
15 lenglykol-Atherderivate, Polyoxypropylen-Athylen- 

diamin-Blockcopolymere Sorbitan-Fettsaureester, Po- 
lyathylenglykole, Polyoxyathylen-, Polyoxyathylen- 
Alkohql-Derivate, Polyhydroxyf ettsaure-Polyathylen- 
glykol-Blockcopolymere. Substanzen dieser Art sind im 
20 Handel u.a. unter der Handel sbezeichnung: Hypermer®, 

Renex®, Estol®, Pluronic®, Eumulgin®, Tetronic®, 
Triton®, Brij®, Lameform®, Pripol®, Arlacel®, Pri- 
sorine®, Span®, Tween®, Dehymuls® oder Synperonie®. 

25 Die fttr die Herstellung der Magnetpartikel bevorzugt 

relevanten Emulgatorkonzentrationen liegen zwischen 
0,1 und 15%, vorzugsweise zwischen 0,5 und 6 Vol- 
bzw. Gew.-%. 

30 Zum Dispergieren lassen sich zwar grundsatzlich auch 

herkommliche Pflanzenole sowie Mischungen von Pflan- 
zenolen mit den organischen Losungsmitteln verwenden, 
es hat sich jedoch gezeigt, daB die Verwendung orga- 
nischer LGsungsmittel gegenuber den Olen einige Vor- 

35 teile aufweisen. Diese liegen in der niedrigen Visko- 

sitat der organischen Verbindungen gegenuber dent 01 
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begrundet. Die niedrige Viskositat ermSglicht die Ab- 
trennung der synthetisierten Magnetpartikel aus dem 
Reaktionsgemisch innerhalb weniger Sekunden mit Hilfe 
eines handelstiblichen Handmagneten . Dieser Abtrenn- 
schritt erfordert bei der Verwendung von PflanzenOlen 
dagegen bis zu einigen Stunden, ge f olgt von umf ang- 
rexchen Waschprozessen mit organischen LSsungsmit- 
teln, die notwendig sind, urn das RestQl von den Ma- 
gnetpartikel zu entfernen. Beim vorliegenden Verfah- . 
ren dagegen kOnnen die verwendeten LSsemitte] in ein- 
facher Weise durch Redestillation wiedergewonnen wer- 
den. Die Volumenverhaltnisse organische Phase zu Hy- 
drosol betragen in der Regel 8:1 bis 30:1 sowie 2-1 
b ls 4:1 in bezug auf das Volumenverhaltnis Sol zu Ma- 
gnet-Kolloid. Der Gewichtsanteil des magnetischen- 
Festkorpers im Sol-Ansatz liegt zwischen 10-55 % Die 
Moglichkeit der einfachen und gezielten Einstellung 
des Magnetanteils durch bloBes Zumischen des Magnet- 
Kolloxds, die dieses Verfahren gegenuber dem Stand 
der Technik auszeiohnet, erOffnet ein breites Anwen- . 
dungsspektrum, das uber die blofie Auftrennung von 
Biomolektilen und Nukleinsauren oder die Biomole- 
kUlanalyse, wie in W098/12712; DE 32 11 309 AT; 
US 5,320,944 A; US 4,927,749 A; US 4,927,750 A; 
25 ■ ■ WG 99/36359, PCT/FR97/00912 besohrieben, weit hinaus- 
geht. Dies betrifft z.B. den Einsatz der Magnetparti- 
kel als Biokatalysatoren in biotechnologischen Fer- 
mentationsprozessen, als Protein-Einkapselungsmatrix, 
als »Stimuli-Response»-Gels oder als Adsorber in der 
Hamoperfusion. Diese zusatzlichen Anwendungen ergeben 
sxch dadurch, da£ mit Hilfe der erfindungsgemaUen 
Verfahren und Produkte Biomolektile wie Enzyme oder 
Proteine sowohl in die Sol-Gel-Matrix duroh einfaches 
Zumrschen zu dem Sol-Ansatz eingekapselt als auch 
^Iber aktive Gruppen, wie unten noch erlautert wird 
an den Si0 2 -Trager kovalent gekoppelt werden konnen. 
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Zur Fixierung der magnetischen Si0 2 -Dispersion zu de- 
finierten Magnetpartikeln wird im letzten Verfahrens- 
schritt wahrend des Durchmischungsvorgangs eine Base 

5 zugesetzt. Diese Basenzugabe ftihrt innerhalb von Se- 

kunden zu einem festen Gelbildung des Polymertropf- 
chens. Der Gelbildungsprozefi ist dabei urn so ktirzer, 
je hoher die gewahlte Basenkonzentration ist. Vor- 
zugsweise wird als Base Ammoniak verwendet, andere 

10 Basen, wie z.B. NaOH, konnen grundsatzlich auch ein- 

gesetzt werden. Die Natronlauge wird in der Regel als 
0,05 bis 0,1 molare Losung, Ammoniak durchweg in Form 
einer 1 bis 12 %igen waJJrigen Losung verwendet. Die 
Volumenverhaltnisse Base zu Sol liegen ublicherweise 

15 bei 1:2 bis 1:4. 

Da die Gelierungsreaktion sehr rasch ablauft, erfor- 
dert der HerstellungsprozeB fiir die Basispartikel 
einschlielilich der Synthese des Sols und des Fer- 
20 rofluids bzw. Kolloids einen Zeitaufwand von weniger 

als einer Stunde. Das- bedeutet gegenuber alien her- 
koiamlichen Verfahren eine Zeitersparnis von 60 bis 
90 %. 

25 Zum Durchmischen des Sol-Lbsemittel-Ansatzes gibt es 

keinerlei besondere Beschrankungen, es konnen grund- 
satzlich die gangigen Ruhrgerate verwendet werden. 
Fiir die Herstellung besonders feiner Partikel- 
Fraktionen (<10 um) sind handelsiibliche Dispergier- 

30 werkzeuge, die nach dem Rotor-Stator-Prinzip arbeiten 

(z.B. Ultra-Turrax®) , rait einer Umdrehungsleistung 
bis zu 20,000 U/min erforderlich. Zwischen Riihrge- 
schwindigkeit und Teilchengrofie besteht eine umge- 
kehrte Proportionalitat dergestalt, dafi Teilchengr6- 

35 Ben zwischen 20 und 500 4m allgemein durch RUhrge- 

schwindigkeiten im Bereich von 800-1800 U/min erzeugt 
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werden und Teilchen im Bereich von 0,5 -10 um Ruhrge- 
schwindigkeiten von 5000-20.000 U/min erfordern. Der 
Ruhrvorgang dauert in der Regel 2 bis 5 Sekunden. Die 
erzeugten Magnetpartikel konnen sodann mit Hilfe ei- 
5 nes Handmagneten aus der Suspension abgetrennt wer- 

den. Diesem Prozefi schlieflen sich mehrere Waschungen 
mit Alkohol und Wasser an. Die erhaltenen Magnettra- 
ger werden ublicherweise in Wasser aufbewahrt. Danach 
kSnnen die g'ewonnenen Si0 2 -Partikel direkt zur Auf- 
reinigung von Nukieinsauren oder Proteinen gemaJi den 
bekannten Methoden genutzt werden. 

Ftlr die Separation von Nukieinsauren haben sich in 
der Praxis nicht nur Tragermedien auf reiner Si(D 2 - 
Basis als ntttzlich erwiesen, es ist auch bekannt, dafl 
insbesondere Medien mit kationischen Gruppen (Anio- 
nenaustauscher) ftlr die Nukleinsaure Auftrennung her- 
vorragend geeignet sind. Trager solcher Art sind aus 
DE 32 1.1 309 und DE 37 17 209 bekannt. Dieser Trager- 
typ lafit sich durch chemische Umsetzung der Sio 2 - 
Paitikel mit Epoxy-substituierten Alkoxysilan wie 
z.B. 3-Glycidyloxypropyltrimethoxysilan oder 3- 
Glycidyloxypropylmethyldiathoxysilan und anschlieJien- 
de nukleophile Offnung des Oxiranringes mittels ter- 
tiarer oder sekundarer Alkylamine herstellen. Auch 
die Synthese stark und schwach saurer Ionenaustau- 
scher sowie von Metallchelat-Tragern ist durch Umset- 
zung der beschriebenen Epoxy-substituierten Si0 2 - 
Partikel mit Hilfe von Carbonsauren, Sulfiten, Thio- 
sulfaten bzw. Amino-substituierten Carbonsauren, z.B. 
Nitrilotriessigsaure oder Iminodiessigsaure, moglich. 

Die chemische Modifizierung der Si0 2 -Partikel bleibt 
nicht auf die Herstellung von Ionenaustauschern be- 
schrankt. In einer besonderen Ausfiihrungsform kSnnen 
die Si0 2 -Trager mit substituierten Alkylalkoxysilanen 
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der allgemeinen Formel X- (CH 2 ) n -Si- (OR) 3 , wobei X ein 
Halogen, Cyano-, NH 2 -oder Mercapto-Rest, n = 1-6, 
' vorzugsweise 3, R ein Alkyl-, Trialkysilyl-Rest oder 
H bedeuten, umgesetzt werden. An die so modif izierten 
5 Trager las sen sich fur die Separation gemaB dem Affi- 

nitatsprinzip oder ftlr den Einsatz als Biokataylsato- 
ren Liganden in Form von Peptiden, Proteinen oder En- 
zymen kovalent koppeln. Hierfiir bieten sich mehrere 
Moglichkeiten an: 

10 

1. Protein- und andere Liganden kbnnen durch einfa- 
che Inkubation mit den Halogen-substituierten 
. Tragem direkt gekoppelt werden. 

15 2 . Protein-Liganden lassen sich unter Verwendung 

von Dialdehyden mit den Aminogruppen- 
substituierten Magnetpartikel kovalent binden. 
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3. Amino-substituierte Si0 2 -Trager werden zunachst 
unter Verwendung von Succinanhydrid umgesetzt 
und die gebildeten Carboxylgruppen anschliefiend 
z.B. mit Carbodiimiden aktiviert. An die akti- 
vierten Gruppen kSnnen Protein-Liganden direkt 
gekoppelt werden. 

4. Bindung von Protein-und anderer Liganden uber 
die Oxiran-Gruppe der oben beschriebenen Epoxy- 
substituieiten Si0 2 -Partikel . 

In analoger Weise wie die Proteine lassen sich auch 
Amino- funktionalisierte Nukleinsauren jedweder Art 
mit Hilfe der beschriebenen Methoden an den Si0 2 - 
Trager koppeln. 



35 



Ohne auf weitere detaillierte Ausfuhrungen diese 
Kopplungen und Modif ikationen betreffend einzugehen, 



WO 02/09125 

PCT/EPOl/08392 

17 



10 



die u.a. in "Scientific and Clinical Applications of 
Magnetic Carriers", Hafeli et al. (Hrsg.), Plenum 
Press, New York , 1997, und Shriver-Lake in "Immobi- 
lized Biomolecules in Analysis", T. Cass und F.S. 
Ligler Hrsg., Oxford University Press, 1998, be- 
schrieben sind, wird davon ausgegangen, dafi ein Fach- 
mann auf diesem Gebiet die speziellen Reaktionsmetho- 
den hinreichend kennt und daher die Beschreibung 
grundsatzlich nutzen kann. Die beschriebenen Ausfiih- 
rungsrormen sind daher in keiner Weise als limitie- 
rende Offenbarungen aufzufassen. 
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Neben der Mc-glichkeit, Magnetpartikel aus reinem 
Si0 2 -Gel herzustellen, konnte Uberraschenderweise ge- 
zeigt werden, dafi sich die Magnetpartikel auch durch 
Mischen von Si0 2 -Solen mit synthetischen, halbsynthe- 
tischen oder naturlichen organischen Polymeren her- 
stellen lassen. In bezug auf die veranderte Morpholo- 
gie und das chemische Reaktionsverhalten gegentiber 
den reinen Si0 2 -Gelen ergibt sich ein modifiziertes 
Eigenschaftsspektrum, das eine Erweiterung des Appli- 
kationsrahmens eroffnet. Dies bezieht sich im beson- 
deren auf die Anwendung im Bereich der Aufreinigung 
hochmolekularer Nukleinsauren sowie die Abtrennung 
von Proteinen. Durch die Polymermischung gelangt man 
zu Hybridpolymeren, die partiell sowohl die chemisch- 
Physikalischen Eigenschaften der organischen Polymere 
als auch die der Si0 2 -Gele in sich vereinen. Konkret 
smd diesbeztiglich das Adsorptionsverhalten der Hy- 
bridpartikel gegenuber Proteinen, die mechanische Fe- 
stigkeit sowie die Basenstabilitat zu nennen. 

Als Mischpolymere kommen weitgehend solche Polymere 
in Frage, die wasserloslich und mit den Si0 2 -Solen 
kompatibel sind, d.h. homogene Mischungen ohne Pha- 
sentrennung bilden konnen. Die erfindungsgemafien Pro- 
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dukte und deren gezielte Anwendung in ausgewahlten 
biochemischen und biotechnologischen Bereichen be- 
treffend, sind solche Polymere bevorzugt, die sowohl 
eine gezielte Modifikation der morphologischen Struk- 
tur im Hinblick auf eine Oberf lachenvergr5fierung als 
auch im Hinblick auf die Porenstruktur ermSglichen. 

Polymere, die als Zusatze bevorzugt in Frage koromen, . 
sind z.B. Polyvinylalkohol, Polyacrylsaure, Polyami- 
nosauren, Polysaccharide, Proteine oder Polyvinylpyr- 
rolidon. Erf indungsgemaB gelangen ublicherweise 0,5- 
5 % wasserige Polymerlosungen zum Einsatz, die vor 
dem Dispergierprozefi mit den Si0 2 -Solen vermischt 
werden. Der Volumenanteil der organischen Polymerlo- 
sungen in der Solphase liegt zwischen 5 und 25%. ub- 
licherweise werden Polymere mit einer Molmasse von 
15.000 bis 250.000 eingesetzt. 

Die Verwendung der vorwiegend sehr hydrophilen Poly- 
meren bietet auch im Hinblick auf die Abtrennung von 
Proteinen die Moglichkeit, das bei reinen Kieselgelen 
stark ausgepragte unspezif ische Adsorptionsverhalten 
weitgehend zu unterdrtlcken. 

Der Zusatz der organischen Folymeren zum Sol-Ansatz 
andert an der oben beschriebenen Verf ahrensweise zur 
Herstellung reiner Si0 2 -Partikel grundsatzlich 
nichts . 

Nachfolgend werden einige Beispiele erf indungsgemaB er 
Verfahren und Si02~Partikel beschrieben. 



Beispiel 1 

Eine Mischung aus 55 ml Tetraathoxylsilan und 15 ml 
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0,05 M HCI werden in einem Ultraschallbad fur 25 min. 
unter Eiskuhlung beschallt. 20 ml des Si0 2 -Sols, das 
bei 20 'c eine Viskositat von 36 cp aufweist, werden 
mit 5 ml eines Magnet-Kolloids, das gemafi der Vor- 
5 schrift von Shinkai et al. (Biocatalysis, Vol 5, 61, 

1991) durch Oxidation einer 0,6 molaren Ei- 
sen(II)salz-L6sung unter Verwendung von 0, 3 M Na- 
Nitrit hergestellt wurde, vermischt. Die erhaltene 
Suspension wird in 280 ml 1.1. 1-Trichlorethan, in de- 
nen 0,5 Vol% Tween 80 und 0,8 Vol % Prisorine gelost 
sind, eingetragen. Der Ansatz wird unter Riihren (1800 
U/min) einige Sekunden dispergiert, es werden an- 
schliefiend 10 ml 1 %i ge Ammoniak-Losung zugefugt, die 
Dispersion wird noch 3 Sek. weitergertlhrt . Nach 5 Mi- 
nuten werden die Magnetpartikel mittels Handmagnet 
aus der Suspension abgetrennt und je dreimal mit ca. 
50 ml Ethanol und Wasser nachgewaschen. Es werden Ma- 
gnetpartikel mit einer TeilchengroJJe von 20-60 pm ge- 
wonnen. Nach 12-stiindiger Inkubation in Wasser werden 
die Partikel nochmals mehrfach mit Wasser gewaschen 
und anschlieBend mehrere Stunden im Vakuum bis zur 
Gewichtskonstanz getrocknet. Die Partikel weisen eine 
mittlere PorengroBe von 24 nm auf. Die gewonnen Ma- 
gnetpartikel konnen nach den bekannten Methoden zur 
Aufreinigung von Nukleinsauren verwendet werden. 



Beispiel 2 
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Eine Mischung bestehend aus 25 ml des gemaB Beispiel 
1 hergestellten Sols und 8 ml eines Magnetit- 
Kolloids, das entsprechend der Vorschrift von Kha- 
lafalla und Reimers (Br-Pat. 1 439 03 1) auS einer 
Eisen(Iii)-/ E isen(II)salz-Losung (Molverhaltnis 2:1) 
durch Ammoniak-Fallung gewonnen wurde, werden in 
300 ml Toluol, in denen je 2 Vol %'Pripol 1009 und 
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Tween 20 gelost sind, mit Hilfe eines Ultra-Turrax 
bei l£. 000 U/min. dispergiert. Nach Zugabe von 12 ml 
3%iger Ammoniak-L5sung wird noch 2 Sekunden weiter 
dispergiert. Es folgt die Separation und Aufarbeitung 
analog Beispiel 1. Es werden Magnetpartikel mit einer 
Teilchengrofte von 1-4 \m und einem Magnetil-Gehalt 
von 3.8 Gew.-% erhalten. 



Beispiel 3 



Eine Suspension bestehend aus 50 ml Tetramethoxylsi- 
lan und 20 ml 0,3 M HCl werden fttr 5 min. in einem 

15 Ultraschallbad beschallt. 20 ml des so gewonnenen 

Sols, das eine Viskositat von 48 cP aufweist, werden 
mit 8 ml des gemafi Beispiel 2 hergestellten Magnetit- 
Kolloids und 2 ml einer 2 / 5%igen Polyvinylalkohol- 
Losung (Molmasse = 224.000) vermischt." Die Suspension 

20 wird anschliefiend unter RUhren (1600 U/min) in 320 ml 

Hexan, die 0,5 Vol-% Estol SMO 3685 gel5st enthalten, 
. dispergiert. wahrend des Dispergiervorganges werden 
10 ml 1 %ige ADomoniaklosung zugefugt, und es wird 4 
Sekunden weitergertihrt . Separation und Aufarbeitung 

25 der gewonnenen Magnetpartikel erfolgt analog Beispiel 

1. Es entstehen Trager mit einer Grttfie von 80-150 pm 
und einer durchschnittlichen Porengrofie von 58 run. 
Die abgetrennte Magnetpartikel-Fraktion wird 5-mal 
mit getrocknetem Toluol nach jeweiliger magnetischer 

30 Abtrennung gewaschen und anschliefiend 12 Std. nach 

Zugabe von 50 ml Toluol und 0, 85 g 3-Aminopropyltri- 
athoxysilan am Rtickfluft gekocht. Die Magnetpartikel 
werden wieder magnetisch abgetrennt und je 3-mal mit 
Toluol und Chloroform nachgewaschen. Es folgt mehr- 

35 stundige Trocknung im Vakuum. Das amino-modif izierte 

Produkt wird anschliefiend mit 6 %iger Glutaraldehyd- 
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Losung in 25 ml 0,1 M Na-Carbonat-Puf f er, pH 9.2, ftlr 
3 Std. bei 35 °C umgesetzt. Es wird anschliefiend in- 
tensiv mit 0,1 M Phosphat-Puf f er, pH 7.2, nachgewa- 
schen. Die gewonnenen Aldehyd-funktionalisierten Ma- 
5 gnetpartikel werden in 15 ml 0,1 M Phosphat-Puf fer 

suspendiert. 2 ml der Suspension werden magnetisch 
abgetrennt und in 2 ml 0, 1M Phosphat-Puf fer, pH 
7.2, in dem 1,2 mg Streptavidin gelest sind, inku- 
biert. Nach 6stlindiger Reaktion bei 35 °C wird das 
Produkt ftinfmal mit Phosphat-Puf fer nachgewaschen. Urn 
verbliebene Rest-Aldehydgruppen abzusattigen, wird 
das magnetisch abgetrennte Produkt in. 5 ml 0,2 M 
Athanolamin bei Raumtemperatur tiber einen Zeitraum 
von 5 Stunden inkubiert. Die anschliefiend mehrfach 
mit Phosphat-Puf fer gewaschenen Magnetpartikel konnen 
direkt nach den bekannten Verfahren zur Bindung bio- 
tinylierter Nukleinsauren oder biotinylierter Protei- 
ne verwendet werden. 
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Patentansprtiche 

1. Verfahren zur Herstellung magnetischer Si02- 
5 Partikel indem 

a) Alkoxysilane in Wasser dispergiert, 
saurekatalytisch hydrolysiert und 

zu einem Si0 2 -Hydrosol kondensiert werden, 

b) zur Herstellung einer Magnetpartikel-Sol- 

10 Mischung dem Si0 2 -Hydrosol magnetische Partikel, 

wie beispielsweise herkommliche magnetische Par- 
tikel, magnetische Kolloide und/oder Ferroflui- 
de, zugemischt werden, 

c) die Magnetpartikel-Sol-Mischung in einem mit 
15 Wasser nicht mischbaren organischen Losungsmit- 

tel dispergiert wird und 

d) der Magnetpartikel-Sol-Mischung w&hrend Oder 
nach der Dispersion in dem organischen Losungs- 
mitteln zur Gelbildung, eine Base zugesetzt 

20 wird. 



Verfahren nach dem vorhergehenden Anspruch, da- 
durch gekennzeichnet, daii als Losungsmittel 
Pflanzenole oder organische LSsungsmittel mit 
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einem Verteilungskoef f izienten gr6JSer 2 oder Mi- 
schungen dieser verwendet werden. 

3. Verfahren nach einem der vorhergehenden Ansprti- 
che, dadurch gekennzeichnet, dafi als Losungsmit- 

'5 tel Chloroform, Trichlorethylen, 1.1.1.- 

Trichlorathan, Hexan, Petroiather, Toluol, Te- 
trachlorkohlenstoff , Heptan, Octan oder Mischun- 
gen von diesen verwendet werden. 

4. Verfahren nach einem der vorhergehenden Ansprti- 
10 che ' dadurch gekennzeichnet, daB die Viskositat 

des Si0 2 -Hydrosols derart eingestellt wird, so 
dafi die erzeugten Si0 2 -Partikel einen vorbe- 
stimmten Durchmesser aufweisen. 

5. Verfahren nach einem der vorhergehenden Ansprti- 
15 che ' dadurch gekennzeichnet, daii die Viskositat 

des Si0 2 -Hydrosols zwischen 5 cp und 500 cp ein- 
gestellt wird. 

6. Verfahren nach Anspruch 4 oder 5, dadurch ge- 
kennzeichnet, dafl zur Herstellung von Si0 2 - 
Partikeln mit einem Durchmesser von kleiner 100 
jam die Viskositat des Sols auf kleiner 40 cp 
eingestellt wird. 

7 . Verfahren nach Anspruch 4 oder 5, dadurch ge- 
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kennzeichnet, daB zur Herstellung von Si0 2 - 
Partikeln mit einem Durchmesser von grSBer 2 00 
pm die Viskositat des Sols auf grSBer 40 cp ein- 
gestellt wird. 

5 8. Verfahren nach einem der vorhergehenden Ansprti- 

che, dadurch gekennzeichnet, daB die Dispersion 
aus Hydro sol/ magnetischen Partikeln- organi- 
schem LSsungsmittel und Base mechanisch gerlihrt 
wird. 

10 9. Verfahren nach dem vorhergehenden Anspruch, da- 

durch gekennzeichnet, daB die Dispersion ftlr ca. 
2 bis 5 Sekunden geruhrt wird, 

10. Verfahren nach einem der beiden vorhergehenden 
Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, daft die Dis- 
15 persion mit einer derartigen Geschwindigkeit ge- 

rtihrt wird, daB ein vorbestimmter Durchmesser 
der Si0 2 -Partikel erzielt wird. 
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11. Verfahren nach dem vorhergehenden Anspruch, da- 
durch gekennzeichnet, daB die Dispersion mit 800 
- 1800 U/min gertlhrt wird. 

12. Verfahren nach Anspruch 51, dadurch gekennzeich- 
net, dali die Dispersion mit 5000 - 20000 U/min 
geruhrt wird. 

13. Verfahren nach einem der vorhergehenden Ansprtl- 
che, dadurch gekennzeichnet, daJi als Alkoxysila- 
ne Kieselsaureorthoester aliphatischer Alkohole 
verwendet werden. 

14. Verfahren nach Anspruch 13, dadurch gekennzeich- 
net, daB als Ester Methyl-, Ethyl- und/oder Pro- 
pylester verwendet werden. 

15. Verfahren nach einem der vorhergehenden Ansprii- 
che, dadurch gekennzeichnet, dafi zur saurekata- 
lytischen Hydrolyse verdunnte Sauren und/oder 
Sauren auf organischer Basis den Alkoxysilanen 
zugesetzt werden. 
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16. Verfahren nach einem der vorhergehenden Ansprti- 
che, dadurch gekennzeichnet, dafi zur seiurekata- 
lytischen Hydrolyse Salzsaure, Ameisensaure oder 

5 Propionsaure den Alkoxysilanen zugesetzt werden. 

17. Verfahren nach einem der vorhergehenden Ansprti- 
che, dadurch gekennzeichnet, dafi zur saurekata- 
lytischen Hydrolyse Minerals&uren mit einer Kon- 
zentration zwischen 0,02 und 1 Mol/Liter zuge- 

10 setzt werden. 

18. Verfahren nach einem der vorhergehenden Ansprti- 
che, dadurch gekennzeichnet, dafi zur saurekata- 
lytischen Hydrolyse Mineralsauren auf einen Vo- 
lumenanteil von 15 bis 35 % in der Dispersion 

15 zugesetzt werden. 

19. Verfahren nach einem der vorhergehenden Ansprii- 
che, dadurch gekennzeichnet, dafi zur saurekata- 
lytischen Hydrolyse Mineralsauren auf einen Vo- 
lumenanteil von 20 bis 28 % in der Dispersion 

20 zugesetzt werden. 

20. Verfahren nach einem der vorhergehenden Ansprti- 
che, dadurch gekennzeichnet, dafi zur saurekata- 
lytischen Hydrolyse Monocarbonsauren als reine 
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Sauren zugesetzt werden. 

21. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspru- 
che, dadurch gekennzeichnet, dafi zur s&urekata- 
lytischen Hydrolyse Monocarbonsauren auf einen 

5 Volumenanteil von 15 bis 30 % in der Dispersion 

zugesetzt' werden. 

22. Verfahren nach einem der vorhergehenden Ansprti- 
che, dadurch gekennzeichnet, dafl die S&urekon- 
zentration in der Dispersion derart eingestellt 

10 wird, daft die erzeugten Si02~Partikel eine vor- 

bestimmte Porenweite aufweisen. 

23. Verfahren nach dem vorhergehenden Anspruch, .da- 
durch gekennzeichnet, dafi zur Herstellung von 
£>i02-Partikeln iait einer Porenweite grOBer ca. 

15 30 nm die Saurekonzentration auf grofier 

0,15 Mol/Liter eingestellt wird. 

24. Verfahren nach Anspruch 22, dadurch gekennzeich- 
net, daft dafi zur Herstellung vori Si0 2 -Partikeln 
mit einer Porenweite kleiner ca. 30 nm die Sau- 

20 rekonzentration auf kleiner 0,15 Mol/Liter ein- 

gestellt wird 



WOQ209125 fhttp://www.gettheoatent^ 



rage <a>o) nr 



* • 

WO 02/09125 



25. 



5 

26. 



10 27. 



15 28. 



20 29. 



PCT/EP01/08392 

28 



Verfahren nach einem der vorhergehenden Ansprti- 
che, dadurch gekennzeichnet, dafi die Kondensati- 
on der Alkoxysilane in Schritt a) bei tiefen 
Temperaturen durchgef Ohrt wird. 

Verfahren nach dem vorhergehenden Anspruch, da- 
durch gekennzeichnet, dafi die {Condensation der 
Alkoxysilane in Schritt a) unter EiskUhlung 
durchgef \lhrt wird. 

Verfahren nach einem der vorhergehenden Ansprtt- 
che, dadurch gekennzeichnet, daft die waBrige 
Dispersion von Alkoxysilanen wahrend Schritt a) 
zumindest zeitweise mit Ultraschall beschallt 
wird. 

Verfahren nach einem der vorhergehenden Ansprii- 
che, dadurch gekennzeichnet, dafi die waflrige 
Dispersion von Alkoxysilanen wahrend Schritt a) 
ca. 5 bis 30 Minuten mit Ultraschall beschallt 
wird 

Verfahren nach einem der vorhergehenden Ansprti- 
che, dadurch gekennzeichnet, dafi zur Herstellung 
einer Magnetpartikel-Sol-Mischung dem Si0 2 - 
Hydrosbl magnetische Partikel in Form von magne- 
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tischen Kolloiden, insbesondere Kolloiden magne- 
tischer Nanbpartikel, Ferrof luiden, insbesonde- 
ren Fluiden mit magnetischen Nanopartikeln, 
und/oder allgemein magnetischen Nanopartikeln 
zugemischt werden. 

30. Verfahren nach dem vorhergehenden Anspruch, da- 
durch gekennzeichnet, dais als magnet ische Nano- 
partikel Magnetit, Ubergangsmetalloxide, Ferrite 
und/oder sonstige nanopartikulare, Ferro-, Fer- 
ri» oder superparamagnetische Verbindungen zuge- 
mischt werden. 



31. Verfahren nach einem der vorhergehenden Ansprti- 
che, dadurch gekennzeichnet, dafi den magneti- 
schen Partikeln Stabilisatoren, Tenside und/oder 

15 Emulgatoren zur Bildung einer stabilen w&firig-. 

kolloidalen Dispersion der magnetischen Parti- 
keln in dem Si0 2 -Hydrosol zugegeben werden. 

32. Verfahren nach einem der vorhergehenden Ansprti- 
che, dadurch gekennzeichnet, daJ5 als magnetische 
Partikel Ferrofluide zugegeben werden, die eine 
homogene Dispersion mit dem Si0 2 -Hydrosol aus- 
bilden, 

33. Verfahren nach einem der vorhergehenden Ansprti- 
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che, dadurch gekennzeichnet, daB als iaagnetische 
Partikel Ferrofluide, die geladene Tenside, aro- 
matische oder aliphatische Sulf onsaurederivate 
und/oder aliphatische Carbons&uren enthalten, 
5 zugemischt werden. 

34. Verfahren nach einem der vorhergehenden Ansprtt- 
che, dadurch gekennzeichnet, dafi iaagnetische 
Partikel zugegeben werden, die eine feste 
und/oder unl5sliche Polymerhtille auf- 

10 weisen. 

35. Verfahren nach dem vorhergehenden Anspruch, da- 
durch gekennzeichnet, daB magnetische Partikel 
zugegeben werden, die eine Polymerhtille enthal- 
tend oder bestehend aus Polyvinylacetat, Po- 

15 lyvinylalkohol, Dextran, Polyacrolein, Polysty- 

rol, Albumin und/oder Alginat aufweisen. 

36. Verfahren nach einem der vorhergehenden Ansprti- 
che, dadurch gekennzeichnet, daB die magneti- 
schen Partikel einen Durchmesser zwischen 

20 0,05 v™ und 3 pm aufweisen. 

37. Verfahren nach einem der vorhergehenden Ansprii- 
che, dadurch gekennzeichnet, daB die magneti- 
schen Partikel derart zugemischt werden, daB das 
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Vo lumen verh&ltnis Hydrosol zu magnetischen Par- 
t'ikeln zwischen 2:1 und 4:1 betr^gt und/oder der 
Gewichtsanteil der magnetischen Partikel in der 
Magnetkolloid-Sol-Mischung zwischen 10 % und 
5 55 % betragt. 

38. Verfahren nach einem der vorhergehenden Ansprti- 
che, dadurch gekennzeichnet, dafl die Magnetpar- 
tikel-Sol-Mischung in einem mit Wasser nicht 
mischbaren organischen Losungsmittel fiir 1 bis 5 

10 Sekunden dispergiert wird. 

39. Verfahren nach einem der vorhergehenden Ansprti- 
che, dadurch gekennzeichnet, daJi die Magnetpar- 
tikel-Sol-Mischung in einem mit Wasser nicht- 
mischbaren und Emulsionen oder Dispersionen bil- 

15 denden organischen^ Losungsmittel dispergiert 

wird, 

40. Verfahren nach einem der vorhergehenden Ansprti- 
che, dadurch gekennzeichnet, daft dem Losungsmit- 
tel oberf lachenaktive Substanzen, Emulgatoren 

20 und/oder Tenside zugesetzt werden. 

41. Verfahren nach dem vorhergehenden Anspruch, da- 
durch gekennzeichnet, dafi dem LSsungsmittel als 
oberflachenaktive Substanzen Polyglycerinester, 
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Polyathylenglykol-CastorSl-Derivate, Polyoxy- 
athylen-Sorbitan-Fettsaureester, Alkylphenylpo- 
lyathylenglykol-Derivate, Blockcopolymere aus 
Rizinusol-Derivaten, Propylenoxid-Athylenoxid- 
5 Blockcopolymere, modif izierte Polyester, Poly- 

athylenglykol-Atherderivate, Polyoxypropylen- 
Athylendiamin-Blockcopolymere, Sorbitan-Fett- 
saureester, Polyathylenglykole, Polyoxyathylen- 
Derivate, Polyoxyathylen-Alkohol-Derivate, Poly- 
10 hydroxyfettsaure-Polyathylenglykol-Blockcopoly- 
mere zugesetzt werden. 

42. Verfahren nach einem der beiden vorhergehenden 
Ansprtiche, dadurch gekennzeichnet, dafi der An- 
teil der oberf l&chenaktiven Substanzen, Emulga- 

15 toren und/oder Tenside in dem organ! schen Lo- 

sungsmittel zwischen 0,1 Volumen-% und 25 Volu- 
men-% betragt. 

43. Verfahren nach einem der drei vorhergehenden An- 
spriiche, dadurch gekennzeichnet, dafl die ober- 

20 flachenaktiven Substanzen, Emulgatoren und/oder 

Tenside auf eine Konzentration in der Dispersion 
zwischen 0,1 und 15 Volumen-% oder Gewichts-% 
zugesetzt werden. 

44. Verfahren nach dem vorhergehenden Anspruch, da- 
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durch gekennzeichnet, da daB die oberf lachenak- 
tiven Substanzen, Emulgatoren und/oder Tenside 
auf eine Konzentration in der Dispersion zwi- 
schen 0,5 tind 6 Volumen-% oder Gewichts-% ziige- 
5 setzt werden. 

45. Verfahren nach einem der vprhergehenden Anspru- 
che, dadurch gekennzeichnet, dais das Losungsmit- 
tel derart zugesetzt wird, daiS das Volumenver- 
haltnis Losungsmittel zu Hydrosol zwischen 5:1 

10 und 30:1, vorzugsweise zwischen 8:1 und 30:1 be- 

tragt . 

46. Verfahren nach einem der vorhergehenden Ansprti- 
che, dadurch gekennzeichnet, daB die Base in 
Verfahrensschritt d) in einer Konzentration zu- 

15 gegeben wird, so daft die erzeugten Si0 2 -Partikel 

eine vorbestimmte Porenweite aufweisen. 
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47. Verfahren nach dem vorhergehenden Anspruch, da- 
durch gekennzeichnet, dafi zur Herstellung von 
Si0 2 -Partikeln mit einer Porenweite grofier ca. 

5 30 nm die Endkonzentration der zugesetzten Base 

zwischen 1 und 3 % betrSlgt. 

48. Verfahren nach Anspruch 46, dadurch gekennzeich- 
net, dafi das zur Herstellung von Si0 2 -Partikeln 
mit einer Porenweite kleiner ca. 30 nm die End- 

10 konzentration der zugesetzten Base zwischen 6 

und 25 % "betragt. 

49. Verfahren nach einem der vorhergehenden Ansprtl- 
che, dadurch gekennzeichnet, dafi als Base Ammo- 
niak zugesetzt wird. 

15 50, Verfahren nach dem vorhergehenden Anspruch, da- 

durch gekennzeichnet, dafi der Ammoniak in Form 
einer 1 %igen bis 12 %igen wafirigen Losung ver- 
wendet wird. 

51. Verfahren nach einem der vorhergehenden Ansprti- 
20 che, dadurch gekennzeichnet, dafi als Base Na- 

tronlauge (NaOH) verwendet wird. 
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52. Verfahren nach dem vorhergehenden Anspruch, da- 
durch gekennzeichnet, dafi die Natronlauge in 
Form einer 0,05 bis 0,1 molaren LSsung verwendet 
wird. 

53. Verfahren nach einem der vorhergehenden Ansprti- 
che, dadurch gekennzeichnet, dafi die Volumenver- 
haltnisse der zugesetzten Base und des Hydrosols 
zwischen 1:2 und 1:4 betragen. 

54 . Verfahren nach einem der vorhergehenden Ansprtl- 
che, dadurch gekennzeichnet, daii die magneti- 
schen Si0 2 -Partikel, gegebenenf alls mit einem 

• Handmagneten, aus der Dispersion entfernt und 
gegebenenf alls aufgereinigt werden. 

15 55. Verfahren nach dem vorhergehenden Anspruch, da- 

durch gekennzeichnet, dafi die aus der Dispersion 
entfernten magnetischen Si0 2 -Partikel ein oder 
mehrfach mit Alkohol und/oder Wasser gewaschen 
werden. 

20 56. Verfahren nach einem der beiden vorhergehenden 

Ansprtiche, dadurch gekennzeichnet, dai3 die aus 
der Dispersion entfernten und gegebenenfalls 
aufgereinigten Si0 2 -Partikel in waJJrigem Medium 
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aufbewahrt werden. 

57 • Verf ahren nach einem der vorhergehenden Ansprti- 
che, dadurch gekennzeichnet, dafi die Si0 2 - 
Partikel mit Alkoxysilanen und/oder substituier- 
5 ten Alkoxysilanen, epoxy-substituierten Alkoxy- 

silan, 3-Glycidyloxypropyltrimethoxysilan 
und/oder 3-Glycidyloxypropyimethyidiathoxysilan 
umgesetzt werden und anschliefiend eine nukleo- 
phile Offnung des Oxiranringes mittels teriSrer 
10 oder sekund&rer Alkylamine durchgeftihrt wird. 

58. Verf ahren nach dem vorhergehenden Anspruch, da- 
durch gekennzeichnet; dafi die Si0 2 -Partikel mit 
Epoxy-substituierten Alkoxysilan, 3-Glycidyl- 
oxypropyltrimethoxysilan oder 3-Glycidyloxypro- 

15 pylmethyldiathoxysilan und anschliefiend mit Car- 

bonsauren, Sulfiten, Thiosulfaten oder amino- 
substituierten Carbonsauren, Nitrilotriessigsau- 
re oder Iminodiessigsaure umgesetzt werden, 

59, Verf ahren nach einem der vorhergehenden Ansprtt- 
20 che, dadurch gekennzeichnet, dafi die Si0 2 - 

Partikel mit substituierten Alkylalkoxysilanen 
der allgemeinen Formel X- (CH 2 ) «-Si- (OR) 3 umge- 
setzt werden, wobei 

X ein Halogen-, Cyano-, NH 2 - oder Mercapto-Rest, 
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n = 1 bis 6, vorzugsweise n = 3, und 
R ein Alkyl-, Trialkysilyl-Rest Oder H. 

60. Verfahren nach dem vorhergehenden Anspruch, da- 
durch gekennzeichnet, daii an die Si0 2 -Partikel 
anschlieliend Liganden, beispielsweise Peptide, 
Prbteine und/oder Enzyme kovalent gekoppelt wer- 
den. 

61. Verfahren nach einem- der vorhergehenden Ansprtt- 
che, dadurch gekennzeichnet, daft dem Si0 2 - 
Hydrosol synthetische, halbsynthetische und/oder 
nattirliche organische Polymere beigemischt wer- ' 
den. ' 

62. Verfahren nach dem vorhergehenden Anspruch, da- 
durch gekennzeichnet, dali als organische Polyme- 
re wasserlosliche und/oder mit dem Si0 2 -Hydrosol 
homogene Mischungen ohne Phasentrennung bildende 
Polymere verwendet werden. 

63 . Verfahren nach einem der beiden vorhergehenden 
Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, daii organi- 
sche Polymere mit einer Molmasse zwischen 15000 
und 250000 Da beigemischt werden. 

64. Verfahren nach einem der drei vorhergehenden An- 
spriiche, dadurch gekennzeichnet, dafi als organi- 
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sche Polymer e Polysaccharide, Proteine, Po- 
lyvinylalkohol, Dextran, Starke, Chitosan, Algi- 
nate ficoll, Polyathylenimin, Agarose, Poly- 
acrylsaure, Polyaminosauren, Polyvinylpyrroli- 
5 don, Hyaluronsaure und/oder Pectinat verwendet 

werden. 

65. Verfahren nach einem Ansprtiche 61 bis 64, da- 

durch gekennzeichnet/ dafi die organischen Poly- 
mere als L6sung beigemischt werden. 

10 66. Verfahren nach einem der Anspriiche 61 bis 65, 

dadurch gekennzeichnet, daft die organischen Po- 
lymere als 0,5 %ige bis 5 %ige Losungen beige- 
mischt werden. 

67. Verfahren nach einem der Anspriiche 61 bis 66, 
15 dadurch gekennzeichnet, dafJ die organischen Po- 

lymere derart beigemischt werden, dafi der Anteil 
der Polymerlosung in dem Hydrosol zwischen 1 und 
30 Volumen-%, vorteilhaf terweise zwischen 5 und 
25 Volumen-% betragt. 

20 68. Magnetische Si0 2 -Partikel erhaltlich durch ein 

Verfahren nach einem der vorhergehenden Ansprti- 
che . 

69. Magnetische Si0 2 -Partikel, gegebenenfalls nach 
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dem vorhergehenden Anspruch, mit einem Partikel- 
durchmesser zwischen 0,5 p und 2000 pm, 
dadurch gekennzeichnet, 
daft 

5 in dem Si0 2 -Partikel fiber das gesamte Si0 2 - 

Partikel magnetische Partikel, beispielsweise 
als magnetisches Kolloid oder Ferrofluid, homo- 
gen verteilt und eingekapselt sind, wobei der 
Anteil der magnetischen Partikel an dem Ge- 
1° samtgewicht des Si0 2 -Partikels zwischen 10 und 

55 % betragt. 

70. Partikel nach einem der beiden vorhergehenden 
Ansprtiche, dadurch gekennzeichnet, daft sie zwi- 
schen 2 und 25 Gewichts-% organische Polymere, 

15 Polysaccharide und/pder Proteine enthalten. 

71. Partikel nach einem der drei vorhergehenden An- 
sprtiche, dadurch gekennzeichnet, daft die Ober- 
flSche der Si0 2 -Partikel Gruppen aufweisen, die 
mit Oligopeptides Oligosaccharide^ Oligonu- 

20 kleotiden, Polypeptides Polynukleotiden, Poly- 

saccharides Antikorptern, Antikorper-Fragmenten 
und/oder Enzymen koppelbar sind. 

72. Partikel nach einem der Ansprtiche 68 bis 71, da- 
durch gekennzeichnet, daft die Oberfl&che der 
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Si0 2 -Partikel epoxy-substituiert ist. 



73. Partikel nach dem vorhergehenden Anspruch, da- 
durch gekennzeichnet, daa die epoxy-substituier- 

5 ten Si0 2 -Partikel mit sekund&ren Oder teriaren 

Alkylaminen zu Anion enaustauschern umgesetzt 
sind. 

74. Verwendung magnetischer Partikel nach einem der 
Anspriiche 68 bis 73 zur Aufreinigung oder Analy- 

10 se von Nukleinsauren, Proteinen, Peptiden, Anti- 

korpern oder Antikorperf ragmenten oder anderen 
Biomolektilen bzw. biotinylierter Derivate hier- 
von, als Ionenaustauscher oder Metalchelat- 
Trager, als TrSger ftir Biokatalysatoren wie Pep- 

15 tiden, Proteinen und/oder Enzymen, als Biokata- 

lysator in biotechnologischen Fermentationspro- 
zessen, als Protein-Einkapselungsmatrix, als 
Tf Stimuli-Response"-Gel / als Adsorber, beipiels- 
weise bei Hamoperfusionen. 

20 
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